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(57) Die Erfindung betrifft fur die Gene sucC und 
sucD kodierende Polynukleotide, die Polynukleotidse- 
quenzen enthalten, ausgewahlt aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch 
ist mit einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid 
kodiert, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 
No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch 
ist mit einem Polynukleotid, das fQr ein Polypeptid 
kodiert, das die Aminosauresequenz von SEQ ID 
No. 3 enthalt, 

c) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das 
eine Aminosauresequenz enthalt, die zu minde- 
stens 70% identisch ist mit der Aminosauresequenz 
von SEQ ID No. 2, 



eine Aminosauresequenz , enthalt, die zu minde- 
stens 70% identisch ist mit der Aminosauresequenz 
von SEQ ID No. 3, 

e) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Po- 
lynukleotiden von a), b), c) oder d), und 

e) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufein- 
anderfolgende Nukleotide der Polynukleotidse- 
quenz von a), b), c), d) oder e), 

ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von L-Ami- 
nosauren unter Verwendung von coryneformen Bakte- 
rien, in denen die Gene abgeschwacht voiiiegen und die 
Verwendung der Poly nukleotidsequenzen als Hybridi- 
sierungssonden. 



d) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das 
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Beschreibung 

[0001] Gegenstand der Erfindung sind fur die Gene sucC und sucD kodierenden Nukleotidsequenzen aus coryne- 
formen Bakterien und ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von Aminosauren, insbesondere L-Lysin und L- 
Glutamat, unter Verwendung von Bakterien, in denen das sucC- und/oder sucD-Gen abgeschwacht wird. 

Stand der Technik 

[0002] L-Aminosauren, insbesondere L-Lysin und L-Glutamat, finden in der Humanmedizin und in der pharmazeu- 

tischen Industrie, in der Lebensmittelindustrie und ganz besonders in derllerernahrung Anwendung. 

[0003] Es ist bekannt, daB Aminosauren durch Fermentation von Stammen coryneformer Bakterien, insbesondere 

Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), hergestelit werden. Wegen der groBen Bedeutung wird standig an der 

Verbesserung der Herstellverfahren gearbeitet. Verfahrensbesserungen konnen fermentationstechnische MaBnah- 

men wie z.B. Ruhrung und Versorgung mit Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der Nahrmedien wie z.B. die Zuk- 

kerkonzentration wahrend der Fermentation oder die Aufarbeitung zur Produktform durch z.B. lonenaustauschchro- 

matographie oder die intrinsischen Lelstungseigenschaften des Mikfoorganismus selbst betreffen. 

[0004] Zur Verbesserung der Lelstungseigenschaften dieser Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, 

Selektion und Mutantenauswahl angewendet. Auf diese Weise erhSIt man Stamme, die resistent gegen Antimetabolite 

oder auxotroph fur regulatorisch bedeutsame Metabolite sind und die Aminosauren produzieren. 

[0005] Seit einigen Jahren werden ebenfalis Methoden der rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung 

von L-Aminosaure produzierenden Stammen von Corynebacterium eingesetzt. 

Aufgabe der Erfindung 

[0006] Die Erfinder haben sich zur Aufgabe gestellt, neue Ma3nahmen zur verbesserten fermentativen Herstellung 
von Aminosauren, insbesondere L-Lysin und L-Glutamat, bereitzustellen. 

Beschreibung der Erfindung 

[0007] Werden imfolgenden L-Aminosauren oder Aminosauren erwahnL sind damit eine oder mehrere Aminosauren 
einschlieBlich ihrer Salze, ausgewahlt aus derGruppe L-Asparagin, L-Threonin, L-Serin, L-Glutamat, L-Glycin, L-AIa- 
nin, L-Cystein, L-Valin, L-Methionin, L-lsoieucin, L-Leucin, L-Tyrosin,L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Tryptophan 
und L-Arginin gemeint. Besonders bevorzugt sind L-Lysin und L-GlutamaL 

[0008] Gegenstand der Erfindung ist ein isoliertes Polynukleotid, enthaltend eine Polynukleotidsequenz, ausgewahlt 
aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch ist mit einem Poiynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch ist mit einem Poiynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 3 enthalt, 

c) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

d) Poiynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 3, 

e) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Poiynukleotiden von a), b), c) oder d), und 

f) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der Polynukleotidsequenz von a), b), 
c), d) oder e), 

* 

wobei das Polypeptid bevorzugt die Aktrvitat der Succinyl-CoA Synthetase aufweist 

[0009] Gegenstand der Erfindung ist ebenfalis das Polynukleotid gemaB Anspruch 1 , wobei es sich bevorzugt urn 
eine replizierbare DNA handelt, enthaitend: 



(i) die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ID No. 1 , oder 
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* 

(ii) mindestens eine Sequenz, die der Sequenz (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des genettschen Kodes 
entspricht, Oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit der zur Sequenz (i) oder (ii) komplementaren Sequenz hybridisiert, und 
gegebenenfalls 

■ 

(fv) funktionsneutralen Sinnmutationen in (i). 
[0010] Weifere Gegenstande sind 

* 

ein PolynuWebtid gemaB Anspruch 4, enthaitend die Nukleotidsequenz wie in SEQ ID No. 1 dargestellt, 

ein PolynuWeotid gemaB Anspruch 1 , wobei das Pofynukleotid eine in coryneformen Bakterien replizierbare, be- 
vorzugt rekombinante DNA 1st, 

ein Vektor, enthaitend Teile des erfindungsgemaBen Polynukleotids, mindestens aber 15 aufeinanderfolgende 
Nukleotide der beanspruchten Sequenz, 

und coryneforme Bakterien, in denen das sucC- und/oder sucD-Gen, insbesondere durch eine Insertion oder De- 
letion, abgeschwacht ist 

[001 1 ] Gegenstand der Erfindung sind ebenso Poiynukleotide, die im wesentiichen aus einer Polynukleotidsequenz 
bestehen, die erhaltiich sind durch Screening mittels Hybridisierung einer entsprechenden Genbank, die das vollstan- 
dige sucC- und/oder sucD-Gen mit der Polynukleotidsequenz entsprechend SEQ ID No. 1 enthalten mit einer Sonde, 
die die Sequenz des genannten PoJynukleotids gemaB SEQ ID No. 1 oder ein Fragment davon enthalt und Isolierung 
der genannten DNA-Sequenz. 

[001 2J Poiynukleotide, die die Sequenzen gemaB der Erfindung enthalten, sind als Hybridisierungs-Sondenfur RNA, 
cDNA und DNA, urn cDNA geeignet, urn Nukieins§uren beziehungsweise Poiynukleotide oder Gene in voller Lange 
zu Isolieren, die fOr Succinyl-CoA Synthetase kodieren und solche cDNA oder Gene zu isolieren, die eine hohe Ahn- 
lichkeit der Sequenz mit der der Succinyl-CoA Synthetase Gene aufweisen. 

[0013] Poiynukleotide, die die Sequenzen gemaB der Erfindung enthalten, sind weiterhin als Primer geeignet, mit 
deren Hilfe mit der Polymerase Kettenreaktion (PCR) DNA von Genen hergestellt werden kann, die fur Succinyl-CoA 
Synthetase kodieren. 

[0014] Solche als Sonden oder Primer dienende Oligonukleotide enthalten mindestens 30, bevorzugt mindestens 
20, ganz besonders bevorzugt mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukleotide. Geeignet sind ebenfalls Oligonukleo- 
tide mit einer Lange von mindestens 40 oder 50 Nukleotiden. 
[0015] "Isoliert'* bedeutet aus seinem natQrlbhen Umfeld herausgetrennt. 

[0016] "PolynukleoticT bezieht sich im allgemeinen auf Polyribonukieotide und Polydeoxyribonukleotide,. wobei es 
sbh urn nicht modifizierte RNA oder DNA oder modifizierte RNA oder DNA handeln kann. 

[001 7] Unter "Polypeptide^ versteht man Peptide oder Proteine, die zwei oder mehr uber Peptidbindungen verbun- 
dene Aminosauren enthalten. 

[0018] Die Polypeptide gemaB Erfindung schlieBen die Polypeptide gemaB SEQ ID No. 2 und SEQ ID No. 3, insbe- 
sondere solche mit der biologischen Aktivitat der Succinyl-CoA Synthetase und auch solche ein, die zu wenigstens 
70% identisch sind mit dem Polypeptid gemaB SEQ ID No. 2 oder SEQ ID No. 3, bevorzugt zu wenigstens 80% und 
besonders zu wenigstens 90 % bis 95 % Identitat mit dem Polypeptid gemaB SEQ ID No. 2 oder SEQ ID No. 3 und 
die genannte Aktivitat aufweisen. 

[0019] Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur fermentativen Herstellung von Aminosauren, ausgewahlt 
aus der Gruppe L-Asparagin, L-Threonin, L-Serin, L-Glutamat, L-Glycin, L-AIanin, L-Cystein, L-Valin, L-Methionin, L- 
isoleucin, L-Leucin, L-Tyrosin f L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Tryptophan und L-Arginin, insbesondere L-Lysin . 
und L-Glutamat, unter Verwendung von coryneformen Bakterien, die insbesondere bereits die Aminosauren insbeson- 
dere L-Lysin und/oder L-Glutamat produzieren und in denen die fur das sucC- und/oder sucD-Gen kodierenden Nu- 
kleotidsequenzen abgeschwacht, insbesondere auf niedrigem Niveau exprimiert werden. 

[0020] Der Begriff "Abschwachung" beschreibt in diesem Zusammenhang die Verringerung oder Ausschaltung der 
intrazellularen Aktivitat eines oder mehrerer Enzyme (Proteine) in einem Mikroorganismus, die durch die entsprechen- 
de DNA kodiert werden, indem man beispielsweise einen schwachen Promotor verwendet oder ein Gen bzw. Allel 
verwendet, das fQr ein entsprechendes Enzym mit einer niedrigen Aktivitat kodiert bzw. das entsprechende Gen oder 
Enzym (Protein) inaktiviert und gegebenenfalls diese MaBnahmen kombiniert. 

[0021] Die Mikroorganismen, die Gegenstand der voriiegenden Erfindung sind, konnen Aminosauren, insbesondere 
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L-Lysin, aus Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melasse, Stirlce, Ceflutose Oder aus Glycerin unci 
Ethanol herstellen. Es kann sich um Vertreter coryneformer Bakterien insbesondere der Gattung Corynebacterium 
handeln. Bel der Gattung Corynebacterium ist insbesondere die Art Corynebacterium glutamicum zu nennen, die in 
der Fachwelt fur ihre Fahigkeit bekannt ist, L-Aminosauren zu produzferen. 

[0022] Geeignete Stamme der Gattung Corynebacterium, insbesondere der Art Corynebacterium glutamicum, sind 
besonders die bekannten Wildtypstamme 

Corynebacterium glutamicum ATCC1 3032 
Corynebacterium acetoglutamjcum ATCC1 5806 
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC1 3870 
Corynebacterium melassecola ATCC1 7965 
Corynebacterium themnoaminogenes FERM BP-1 539 
Brevibacterium fiavum ATCC14067 
Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 und 
Brevibacterium divaricatum ATCC1 4020 

und daraus hergestellte L-Aminosauren produzierende Mutanten bzw. Stamme, wie beispielsweise die L-Lysin produ- 
zierenden Stamme 

Corynebacterium glutamicum FERM-P 1709 
Brevibacterium flavum FERM-P 1708 , 
Brevibacterium lactofermentum FERM-P 1712 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6463 
Corynebacterium glutamicum FERM-P 6464 und 
Corynebacterium glutamicum DSM 5714. 

[0023] Die neuen, fur das Enzym Succinyl-CoA Synthetase (EC 6.2.1 .5) kodierenden Gene sucC und sucD von C. 
glutamicum wurden isoliert. 

[0024] Zur Isolierung des sucC- undfoder des sucD-Gens oder auch anderer Gene von C. glutamicum wird zunachst 
eine Genbank dieses Mikroorganismus in E. coli angelegt Das Anlegen von Genbanken ist in allgemein bekannten 
Lehrbuchern und Handbtichern niedergeschrieben. Als Beispiel seien das Lehrbuch von Winnacker: Gene und Klone, 
Eine EinfGhrung in die Gentechnologie (Verlag Chemie, Weinheim, Deutschland, 1 990) oder das Handbuch von Sam- 
brook et al.: Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1 989) genannt. Eine sehr 
bekannte Genbank ist die des E. coli K-12 Stammes W3110, die von Kohara et al. (Cell 50, 495 - SOB (1 987)) in JL- 
Vektoren angelegt wurde. Bathe et ai. (Molecular and General Genetics, 252:255-265, 1996) beschreiben eine Gen- 
bank von C. glutamicum ATCC13032, die mit Hilfe des Cosmidvektors SuperCos I (Wahl et al, 1987, Proceedings of 
the National Academy of Sciences USA, 84:2160-2164) im E. coli K-12Stamm NM554 (Raleigh et al., 1988, Nucleic 
Acids Research 16:1563-1575) angelegt wurde. 

[0025] Bormann et al. (Molecular Microbiology 6(3), 31 7-326 (1 992)) wiederum beschreiben eine Genbank von C. 
glutamicum ATCC1 3032 unterVerwendung des Cosmids pHC79 (Hohn und Collins, Gene 11, 291-298 (1980)). O'Do- 
nohue (The Cloning and Molecular Analysis of Four Common Aromatic Amino Acid Biosynthetic Genes from 
Corynebacterium glutamicum. Ph.D. Thesis, National University of Ireland, Galway, 1997) beschreibt die Klonierung 
von C. glutamicum Genen unter Verwendung des von Short et a!. (Nucleic Acids Research, 16: 7583) beschriebenen 
X Zap Expressionssystems. 

[0026] Zur Hersteilung einer Genbank von C. glutamicum in E. coli konnen auch Plasmide wie pBR322 (Bolivar, Life 
Sciences, 25, 807-81 8 (1 979)) oder pUC9 (Vieira et a!., 1 982, Gene, 1 9:259-268) verwendet werden. Als Wirte eignen 
sich besonders solche E. coli-Stamme, die restriktions- und rekombinationsdefekt sind wie beispielsweise der Stamm 
DH5a (Jeffrey H. Miller "A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia 
coli and Related Bacteria*, Cold Spring Harbour Laboratory Press, 1992). 

[0027] Die mit Hilfe von Cosmiden oder anderen X-Vektoren klonierten langen DNA-Fragmente konnen anschlieBend 
wiederum in gangige, fur die DNA-Sequenzierung geeignete Vektoren subkloniert werden. 
[0028] Methoden zur DNA-Sequenzierung sind unter anderem bei Sanger et al. (Proceedings of the National Aca- 
demy of Sciences of the United States of America, 74:5463-5467, 1977) beschrieben. 

[0029] Die erhaltenen DNA-Sequenzen konnen dann mit bekannten Aigorithmen bzw. Sequenzanalyse-Program- 
men wie z.B. dem von Staden (Nucleic Acids Research 14,21 7-232(1 986)), dem GCG-Programm von Butler (Methods 
of Biochemical Analysis 39, 74-97 (1998)) dem FASTA-Aigorithmus von Pearson und Lipman (Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 85,2444-2448 (1988)) oder dem BLAST-Aigorithmus von Altschul et al. (Nature 
Genetics 6, 119-129 (1994)) untersucht und mit den in offentlich zuganglichen Datenbanken vorhandenen Sequenz- 
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eintragen verglichen werden. Offentlich zugangliche Datenbanken fur Nukleotidsequenzen sind beispielsweise die der. 
European Molecular Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Deutschland) oder die des National Center for Bio- 
technology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA). 

[0030] Die neuen fur das sucC- und sucD-Gen kodierende DNA-Sequenzen von C. glutamicum wurden gefunden, 
die als SEQ ID No. 1 Bestandteil der voriiegenden Erfindung ist, Weiterhin wurde aus den vorliegenden DNA-Sequen- 
zen mitden oben beschriebenen Methoden die Aminosauresequenz der entsprechenden Proteine abgeleitet. In SEQ 
ID No. 2 und SEQ ID No. 3 sind die sich ergebenden Aminosauresequenzen des sucC- und des sucD Genproduktes 
dargestellt. 

[0031 J Kodierende DNA-Sequenzen, die sich aus SEQ ID No. 1 durch die Degenerierthelt des genetischen Codes 
ergeben, sind ebenfalls Bestandteil der Erfindung. In gleicher Weise sind DNA-Sequenzen, die mit SEQ ID No. 1 oder 
Teilen von SEQ ID No. 1 hybridisieren, Bestandteil der Erfindung. SchlieBlich sind DNA-Sequenzen Bestandteil der 
Erfindung, die durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unterVerwendung von Primem hergestellt werden, die sich 
aus SEQ ID No. 1 ergeben. 

[0032J Anleitungen zur Identif izlerung von DNA-Sequenzen mlttels Hybridisierung findet der Fachman n unter ande- 
rem im Handbuch "The DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH 
(Mannheim, Deutschland, 1993) und bei Liebl et al. (International Journal of Systematic Bacteriology (1991) 41: 
255-260). Die Hybridisierung findet unter stringenten Bedingungen statt, das heiBt, es werden nur Hybride gebildet, 
bel denen Sonde und Zielsequenz, d. h. die mit der Sonde behandelten Polynukleotide, mindestens 70% identisch 
sind. Es ist bekannt, dass die Stringenz der Hybridisierung einschlie&lich der Waschschritte durch Variieren der Puf- 
ferzusammensetzung, derTemperatur und derSalzkonzentration beeinfluBt bzw. bestimmtwird. Die Hybridisierungs- 
reaktion wird vorzugsweise bei relativ niedriger Stringenz im Vergleich zu den Waschschritten durchgefQhrt (Hybaid 
Hybridisation Guide, Hybaid Limited, Teddington, UK, 1 996). 

[0033] Fur die Hybridisierungsreaktion kann beispielsweise ein 5x SSC-Puffer bel einer Temperatur von ca. 50 - 
68°C eingesetzt werden. Dabei konnen Sonden auch mit Polynukleotiden hybridisieren, die wenlger als 70% Identitat 
zur Sequenz der Sonde aufweisen. Soiche Hybride sind weniger stabil und werden durch Waschen unter stringenten 
Bedingungen entfernt. Dies kann beispielsweise durch Senken derSalzkonzentration auf 2x SSC und gegebenenfalls 
nachfolgend 0,5x SSC (The DIG System User's Guide for Filter Hybridisation, Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Deutschland, 1995) erreicht werden, wobei eine Temperatur von ca. 50 - 68°C eingestellt wird. Es ist gegebenenfalls 
moglich die Salzkonzentration bis auf 0,1x SSC zu senken. Durch schrittweise Erhohung der Hybridisierungstempe- 
ratur in Schritten von ca. 1 - 2°C von 50 auf 68°C konnen Polynukleotidfragmente isoliert werden, die beispielsweise 
mindestens 70% oder mindestens 80% oder mindestens 90% bis 95% Identity zur Sequenz der eingesetzten Sonde 
besitzen. Weitere Anleitungen zur Hybridisierung sind in Form sogenannter Kits am Markt erh§ltlich (z.B. DIG Easy 
Hyb von der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland, Catalog No. 1603558). 
[0034] Anleitungen zur Amplication von DNA-Sequenzen mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) findet der 
Fachmann unter anderem im Handbuch von Gait: Oligonukleotide synthesis: A Practical Approach (IRL Press, Oxford, 
UK, 1984) und bei Newton und Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Deutschland, 1994). 
[0035] Es wurde gefunden, da!3 coryneforme Bakterien nach Abschwachung des sucC- und/oder sucD-Gens in ver- 
besserter Weise L-Aminosauren, insbesondere L-Lysin, produzieren. - 

[0036] Zur Erzielung einer Abschwachung konnen entweder die Expression des sue- und/oder sucD-Gens oder die 
katalytischen Eigenschaften der Enzymproteine herabgesetzt oder ausgeschaltet werden. Gegebenenfalls konnen 
beide MaBnahmen kombiniert werden. 

[0037] Die Verringerung der Genexpression kann durch geeignete Kulturfuhrung oder durch genetische Veranderung 
(Mutation) der Signalstrukturen der Genexpression erfolgen. Signalstrukturen der Genexpression sind beispielsweise 
Repressorgene, Aktivatorgene, Operatoren, Promotoren, Attenuatoren, Ribosomenbindungsstellen, das Startkodon 
und Terminatoren. Angaben hterzu findet der Fachmann z. B. in der Patentanmeldung WO 96/15246, bei Boyd und 
Murphy (Journal of Bacteriology 170: 5949 (1988)), bei Voskuil und Chambliss (Nucleic Acids Research 26: 3548 
(1998), bei Jensen und Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58: 191 (1998)), bei Patek et al. (Microbiology 
142: 1297 (1996)) und in bekannten Lehrbuchem der Genetik und Molekularbiologie wie z. B. dem Lehrbuch von 
Knippers ("Molekulare Genetik", 6. Auflage, GeorgThleme Verlag, Stuttgart, Deutschland, 1995) oder dem von Win- 
nacker ( H Gene und Klone", VCH Veriagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland, 1990). 

[0038] Mutationen, die zu einer Veranderung bzw. Herabsetzung der katalytischen Eigenschaften von Enzymprotei- 
nen fuhren, sind aus dem Stand der Technik bekannt; als Beispiele seien die Arbeiten von Qiu und Goodman (Journal 
of Biological Chemistry 272: 8611-8617 (1997)), Sugimoto et al. (Bioscience Biotechnology and Biochemistry 61: 
1 760-1 762 (1997)) und Mockel ("DieThreonindehydratase aus Corynebacterium glutamicum: Auf hebung der allosteri- 
schen Regulation und Struktur des Enzyms", Berichte des Forschungszentrums Ju(ichs,Jul-2906, ISSN09442952, 
Juiich, Deutschland, 1994) genannt. Zusammenfassende Darstellungen konnen bekannten Lehrbuchern der Genetik 
und Molekularbiologie wie z. B. dem von Hagemann ("Ailgemeine Genetik*, Gustav Fischer Vertag, Stuttgart, 1986) 
entnommen werden. 
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[0039J Als Mutationen kommen Transitioned Transversionen, Insertionen und Deletlonen in Betracht. In AbhSngig- 
keit von der Wirkung des Aminosaureaustausches auf die EnzymaktMtat wird von Fehlsinnmutationen ("missense 
mutations") oder Nichtsinnmutationen ("nonsense mutations-} gesprochen. Insertionen oder Deletionen von minde-" 
stens einem Basenpaar in einem Gen fuhren zu Rasterverschiebungsmutationen (frame shift mutations"), in deren 

$ Folge falsche Aminosauren eingebaut werden oder die Translation vorzeitig abbricht. Deletionen von mehreren Ko- 
donen fuhren typischerweise zu einem vollstandigen Ausfall der Enzymaktivitat. Anleitungen zur Erzeugung derartiger 
Mutationen gehdren zum Stand der Technik und konnen bekannten Lehrbuchern der Genetik und Molekularbiologie 
wie z. B. dem Lehrbuch von Knippers ("Molekulare Genetik", 6. AufJage, Georg Thieme Veriag, Stuttgart, Deutschland 
1995), dem von Winnacker ("Gene und Klone", VCH Veriagsgesellschaft, Weinheim, Deutschland, 1990) oder dem 

10 von Hagemann ("Allgemeine Genetik", Gustav Fischer Veriag, Stuttgart, 1 986) entnommen werden. 

[0040] Eine gebrauchliche Methode, Gene von C. glutamicum zu mutieren, ist die von Schwarzer und POhier (Bio/ 
Technology 9, 84-87 (1991)) beschriebene Methode der Gen-Unterbrechung ("gene disruption") und des Gen-Aus- 
tauschs ("gene replacement"). 

[0041] Bei der Methode der Gen-Unterbrechung wird ein zentraler Teil der Kodierregion des interessierenden Gens 
1* in einen Plasmidveklor kloniert, der in einem Wirt (typischerweise E. coli), nicht aber in C. glutamicum replizieren kann 
Als Vektoren kommen beispielsweise pSUP301 (Simon et aL, Bio/Technology 1, 784-791 (1983)), pK18mob oder 
pK19mob (Schafer et aL, Gene 145, 69-73 (1994)), pKIBmobsacB oderpK19mobsacB (Jager et aL t Journal of Bac- 
teriology 174: 5462-65 (1992)), pGEM-T (Promega Corporation, Madison, Wl, USA), pCR2.1-TOPO (Shuman (1994) 
Journal of Biological Chemistry 269:32678-84; US-Patent 5,487,993), pCR®Blunt (Firma Invitrogen, Groningen, Nie^ 
20 derlande; Bernard etal., Journal of Molecular Biology, 234: 534-541 (1993)) oder pEM1 (Schrumpf et al, 1991, Journal 
of Bacteriology 1 73:451 0-451 6) in Frage. Der Plasmidvektor, der das zentrale Teil der Kodierregion des Gens enth§ft, 
wird anschlieBend durch Konjugation oder Transformation in den gewunschten Stamm von C. glutamicum Gberfuhrt' 
[0042] Die Methode der Konjugation ist beispielsweise bei Schafer et a!. (Applied and Environmental Microbiology 
60, 756-759 (1994)) beschrieben. Methoden zur Transformation sind beispielsweise bei Thierbach et al. (Applied Micro- 
ns biology and Biotechnology 29, 356-362 (1 988)), Dunican und Shivnan (Bio/Technology 7, 1 067-1 070 (1 989)) und Tauch 
et al. (FEMS Microbiological Letters 123, 343-347 (1994)) beschrieben. Nach homologer Rekombination mittels eines 
"cross-over'-Ereignisses wird die Kodierregion des betreffenden Gens durch die Vektorsequenz unterbrochen und 
man erhalt zwei unvollstandige Allele, denen jeweils das 3'- bzw. das S'-Ende fehlt. Diese Methode wurde beispiels- 
weise von Fitzpatrick et al. (Applied Microbiology and Biotechnology 42, 575-580 (1 994)) zur Ausschaltung des recA- 
20 Gens von C. glutamicum verwendet. Das sucC- und/oder sucD-Gen konnen auf diese Weise ausgeschaltet werden. 
[0043] Bei der Methode des Genaustaussches ("gene replacement") wird eine Mutation wie z.B. eine Deletion, In- 
sertion oder Basenaustausch in dem interessierenden Gen in-vitro hergestellt. Das hergestellte Allel wird wiederum 
in einen fur C. glutamicum nicht replikativen Vektor kloniert und dieser anschlieBend durch Transformation oder Kon- 
jugation in den gewunschten Wirt von C. glutamicum uberfuhrt. Nach homologer Rekombination mittels eines ersten, 
35 Integration bewirkenden "cross-over-Ereignisses und eines geeigneten zweiten, eine Excision bewirkenden "cross- 
over^-Ereignisses im Zielgen bzw. in der Zielsequenz erreicht man den Einbau der Mutation bzw. des Allels. Diese 
Methode wurde beispielsweise von Peters-Wendisch (Microbiology 144, 915 - 927 (1998)) verwendet, urn das pyc- 
Gen von C. glutamicum durch eine Deletion auszuschalten. In das sucC- und/oder sucD-Gen kann auf diese Weise 
eine Deletion, Insertion oder ein Basenaustausch eingebaut werden. 
40 [0044] In das sucC- und/oder sucD -Gen kann auf diese Weise eine Deletion, Insertion oder ein Basenaustausch 
eingebaut werden. 

[0045] Zusatzlich kann es fur die Produktion von L-Aminosauren, insbesondere L-Lysin, vorteilhaft sein, zusatzlich 
zur Abschw§chung des sucC- und/oder sucD-Gens eines odermehrere Enzyme des jeweiligen Biosyntheseweges, 
der Glykolyse, der Anaplerotik, des Zitronensaure-Zyklus oder des Aminosaure-Exports zu verstarken, insbesondere 
45 zu uberexprimieren. 

[0046] So kann fur die Herstellung von L- Lysin und/oder L-Giutamat neben der Abschwachung des sucC- und/oder 
sucD-Gens gieichzertig eines oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe 

• das fur die Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dapA-Gen (EP-B 0 1 97 335), 

• das fur die Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierende gap-Gen (Eikmanns (1 992), Journal of Bacte- 
riology 174:6076-6086), 

• das fur die Triosephosphat Isomerase kodierende Gen tpi (Eikmanns (1992), Journal of Bacterioloqv 174- 
55 6076-6086), 

• das fur die 3-Phosphoglycerat Kinase kodierende Gen pgk (Eikmanns (1992), Journal of Bacterioloqv 174- 
6076-6086), 
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das fur die Pyruvat Carboxylase kodierende pyc-Gen(Eikmanns (1992), Jburnal of Bacteriology 174:6076-6086), 

das fur die Malat:Chinon Oxidoreduktase kodierende mqo-Gen (Molenaar et al., European Joumai of Biochemistiy 
254,395-403(1998)), . 

das fur eine feed-back resistente Aspartatkinase kodierende Gen lysC (Accession No.P26512), 
das fur den L-Lysin~Export kodierende lysE-Gen (DE-A-1 95 48 222), 
das fur das Zwal-Protetn kodierende Gen zwal (DE: 19959328.0, DSM 13115) 

• * 

verstarkt, insbesondere uberexprimiert werden. 

0047] Weiterhin kann es fur die Produklion von L-Lysin und/oder - L-Glutamat vorteiihaft sein, neben der Abschwa- 
chung des sucC- und/oder sucD -Gens gleichzertig eines oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe 

das fur die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierende Gen pck (DE 199 50 409.1, DSM 13047), 

das fur die Glucose-6-Phosphat Isomerase kodierende Gen pgl (US 09/396,478, DSM 12969), 

das fur die Pyruvat-Oxidase kodierende Gen poxB (DE:1 995 1 975.7, DSM 1 31 1 4), 

das fur das Zwa2-Protein kodierende Gen zwa2 (DE: 1 9959327.2, DSM 1 311 3) 

abzuschwachen, insbesondere die Expression zu veningern. 

[0048J Weiterhin kann es fur die Produktion von Aminosauren, insbesondere L-Lysin und/oder L-Glutamat, vorteiihaft 
sein, neben der Abschwachung des sucC- und/oder sucD-Gens unerwunschte Nebenreaktionen auszuschalten (Na- 
kayama: "Breeding of Amino Acid Producing Micro-organisms", in: Overproduction of Microbial Products, Krumphanzl, 
Sikyta, Vanek (eds.) t Academic Press, London, UK, 1982). 

[0049] Die das Polynukleotid gemaB Anspruch 1 enthaltenden Mikroorganismen sind ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung und konnen kontinuierlich oder diskontinuieriich im batch - Verfahreri (Satzkultivierung) oder im fed batch 
(Zulaufverfahren) oder repeated fed batch Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum Zwecke der Produktion von L- 
Aminosauren, insbesondere L-Lysin, kultiviert werden. Eine Zusammenfassung uberbekannte Kultivierungsmethoden 
sind im Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1 . Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, 
Stuttgart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und periphere Einrichtungen (Vieweg Vertag, Braun- 
schweig/Wiesbaden, 1 994)) beschrieben. 

[0050] Das zu verwendende Kulturmedium muB in geeigneter Weise den Anspruchen der jeweiligen Stamme ge- 
nugen. Beschreibungen von Kultuimedien verschiedener Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 
General Bacteriology" der American Society for Bacteriology (Washington D.C., USA, 1981) enthalten. 
[0051] Als Kohlenstoff quelle konnen Zucker und Kohlehydrate wie z.B. Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, 
Maltose, Melasse, St§rke und Cellulose, Ole und Fette wie z. B. Sojaol, SonnenblumenSI, ErdnuBol und Kokosfett, 
Fettsauren wie z. B. Palmitinsaure, Stearinsaure und Linolsaure, Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organi- 
sche Sauren wie z. B. Essigsaure verwendet werden. Diese Stoffe konnen einzeln oder als Mischung verwendet wer- 
den. 

[0052] Als Stickstoffquelle konnen organische Stickstoff- haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleisch- 
extrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser, Sojabohnenmehl und Hamstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammo- 
niumsuif at, Ammoniumchiorid, Ammoniumphosphat, Ammoniumcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die 
Stickstoffquellen konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. 

[0053] Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat 
oder die entsprechenden Natrium haltigen Salze verwendet werden. Das Kulturmedium muB weiterhin Saize von Me- 
tallen enthalten wie z.B. Magnesiumsulfat oder Eisensulfat, die fur das Wachstum notwendig sind. SchlieBlich konnen 
essentielle Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vrtamine zusatzlich zu den oben genannten Stoffen eingesetzt werden. 
Dem Kulturmedium konnen Qberdies geeignete Vorstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatzstoffe konnen zur 
Kulturin Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oderin geeigneter Weise wahrend der Kuttivierung zugefuttert 
werden. 

[0054] Zur pH - Kontrolle der Kuftur werden basische Verbindungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak 
bzw. Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phosphorsaure oder Schwefelsaure in geeigneter Weise einge- 
setzt. Zur Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaummittel wie z.B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt 
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werden. Zur Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem Medium geeignete selektiv wfrkende Stoffe 
wie z.B. Antibiotika hinzugefQgt werden, Um aerobe Bedinguhgen aufrechtzuerhalten, werden Sauerstoff Oder Sauer- 
stoffhaltige Gasmischungen wie Z.B. Luft in die Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerwefse bei 
20°C bis 45°C und vorzugsweise bei 25°C bis 40*C. Die Kultur wird solange fortgesetzl, bis sich efn Maximum des 

s gewunschten Produktes gebiidet hat. Dieses Ziel wird normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden er- 
reicht . , " 

[0055] Methoden zur Bestimmung von L-Aminosauren sind aus dem Stand der Technik bekannt Die Analyse kann 
so wie bei Spademan et al. (Analytical Chemistry, 30, (1958), 1190) beschrieben durch Anionenaustauschchromato-. 
graphie mit anschliefcender Ninhydrin Derivatisierung erfolgen, Oder sie kann durch "reversed phase" HPLC erfolgen, 

to so wie bei Lindroth et al. (Analytical Chemistry (1979) 51 : 11 67-11 74) beschrieben. 

[0056] Die voriiegende Erfindung wird im folgenden anhand von AusfQhrungsbeispielen naher erlauteit 

Belspiel 1 

15 Hersteliung einer genomischen Cosmid-Genbank aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 

[0057] Chromosomale DNA aus Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 wurde wie bei Tauch et al. (1 995, Plas- 
mid 33:168-179) beschrieben isoiiert und mit dem Restriktionsenzym Sau3AI (Amersham Pharmacia, Freiburg, 
Deutschland, Produktbeschreibung Sau3AI, Code no. 27-091 3-02) partiell gespalten. Die DNA-Fragmente wurden mit 

20 shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbeschreibung SAP, 
Code no. 1758250) dephosphoryliert. Die DNA des Cosmid-Vektors SuperCosI (Wahl et al. (1987) Proceedings of 
the National Academy of Sciences, USA 84:2160-2164), bezogen von der Firma Stratagene (La Jolla, USA, Produkt- 
beschreibung SuperCosI Cosmid Vektor Kit, Code no. 251301) wurde mit dem Restriktionsenzym Xbal (Amersham 
Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung Xbal, Code no. 27-0948-02) gespalten und ebenfalls mit 

25 shrimp alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. AnschlieBend wurde die Cosmid-DNA mit dem Restriktionsenzym 
BamHi (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung BamHI, Code no. 27-0868-04) gespalten. 
Die auf diese Weise behandelte Cosmid-DNA wurde mit der behandelten ATCC1 3032-DNA gemischt und der Ansatz 
mitT4-DNA-Ligase (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung T4-DNA-Ligase,. Code no. 
27-0870-04) behandelt. Das Ligationsgemisch wurde anschlieBend mit Hilfe des Gigapack II XL Packing Extracts 

30 (Stratagene, La Jolla, USA, Produktbeschreibung Gigapack II XL Packing Extract, Code no. 200217) in Phagen ver- 
packt. Zur Infektion des E. colt Stammes NM554 (Raleigh et al; 1988, Nucleic Acid Res. 16:1563-1575) wurden die 
Zellen in 1 0 mM MgS0 4 aufgenommen und mit einem Aliquot der Phagensuspension vermischt. Infektion und Titerung 
der Cosmidbank wurden wie bei Sambrook et al. (1989, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor) 
beschrieben durchgefuhrt, wobei die Zellen auf LB-Agar (Lennox, 1 955, Virology, 1 :1 90) mit 1 00 ng/ml Ampicillin aus- 

35 plattiert wurden. Nach Inkubation uber Nacht bei 37'C wurden rekombinante Einzelklone selektioniert. 

Beispiel 2 

Isblierung und Sequenzierung der Gene sucC und sucD 

40 

[0058] Die Cosmid-DNA einer Einzelkolonie wurde mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit (Product No. 27106, Qiagen, 
Hilden, Germany) nach Hersteilerangaben isoiiert und mit dem Restriktionsenzym Sau3Al (Amersham Pharmacia, 
Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung Sau3AI, Product No. 27-091 3-02) partiell gespalten. Die DNA-Fragmente 
wurden mit shrimp alkalischer Phosphatase (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Deutschland, Produktbe- 

45 schreibung SAP, Product No. 1758250) dephosphoryliert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Iso- 
lierung der Cosmidfragmente im GroBenbereich von 1500 bis 2000 bp mit dem QiaExll Gel Extraction Kit (Product No. 
20021 , Qiagen, Hilden, Germany). Die DNA des Sequenziervektors pZero-1 bezogen von der Firma Invitrogen (Gron- 
ingen, Niederlande, Produktbeschreibung Zero Background Cloning Kit, Product No. K2500-01) wurde mit dem Re- 
striktionsenzym BamHI (Amersham Pharmacia, Freiburg, Deutschland, Produktbeschreibung BamHI, Product No. 

so 27-0868-04) gespalten. Die Ligation der Cosmidfragmente in den Sequenziervektor pZero-1 wurde wie von Sambrook 
et al. (1 989, Molecular Cloning: A laboratory Manual, Cold Spring Harbor) beschrieben durchgefuhrt, wobei das DNA- 
Gemisch mit T4-Ligase (Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) Qber Nacht inkubiert wurde. Dieses Ligationsge- 
misch wurde anschlieBend in den E. coli Stamm DHSaMCR (Grant, 1990, Proceedings of the National Academy of 
Sciences U.S.A, 87:4645-4649) elektroporiert (Tauch et al. 1994, FEMS Microbiol Letters, 123:343-7) und auf LB- 

55 Agar (Lennox, 1955, Virology, 1:190) mit 50 jig/ml Zeocin ausplattiert. Die Plasmidpraparation der rekombinanten 
Klone erfolgte mit dem Biorobot 9600 (Product No. 900200, Qiagen, Hilden, Deutschland). Die Sequenzierung erfolgte 
nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977, Proceedings of the National Academies of Sci- 
- ences U.S.A., 74:5463-5467) mit Modifikationen nach Zimmermann et al. (1990, Nucleic Acids Research, 18:1 067). 
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Es wurde der "RR dRhodamin Terminator Cycle Sequencing Kit" von PE Applied Biosystems(Product No. 403044, 
Weiterstadt, Deutschland) verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung und Analyse der Sequenzierreaktion er- 
folgte in einem "Rotiphorese NF Acrylamid/Bisacrylamid" Gel (29:1) (Product No. A124.1, Roth, Karlsruhe, Germany) 
mit dem "ABI Prism 377" Sequenziergerat von PE Applied Biosystems (Weiterstadt, Deutschland). 
[0059] Die erhaltenen Roh-Sequenzdaten wurden anschiieBend unter Anwendung des Staden-Programpakets 
(1986, Nucleic Acids Research, 14:217-231) Version 97-0 prozessiert. Die Einzelsequenzen der pZerol-Derivate wur- 
den zu einem zusammenhangenden Contig assemblies Die computergestutzte Kodierbereichsanalyse wurden mit 
dem ProgrammXNIP (Staden, 1986, Nucleic Acids Research, 14:217-231) angefertigt. Weitere Analysen wurden mit 
den "BLAST search programs" (Altschul et al., 1 997, Nucleic Acids Research, 25:3389-3402), gegen die non-redundant 
Datenbank des "National Center for Biotechnology Information" (NCBI, Bethesda, MD, USA) durchgefuhrt 
[0060] Die erhaltene Nukleotidsequenz ist in SEQ ID No. 1 dargestellt. Die Analyse der Nukleotidsequenz ergab ein 
offenes Leseraster von 1206 Basenpaaren, welches als sucC-Gen bezefchnet wurde, sowie ein offenes Leseraster 
von 882 Basenparen, welches als sucD bezeichnet wurde. Das sucOGen kodiert fQr ein Polypeptid von 402 Amino- 
sauren, welches in SEQ ID No. 2 dargestellt ist. Das sucD-Gen kodiert fQr ein Polypeptid von 294 Aminosiuren welches 
in SEQ ID No. 3 dargestellt ist. 

i 

Beisplel 3 

3.1 Herstellung eines Integrationsvektors fur die Integrationsmutagenese des sucC-Gens 

[0061] Aus dem Stamm ATCC 13032 wurde nach der Methode von Eikmanns et al. (Microbiology 140: 1 817- 1828 
(1994)) chromosomale DNA isoliert. Aufgrund der aus Beispiel 2 fur C. glutamicum bekannten Sequenz des sucC- 
Gens wurden die folgenden Oligonukleotide fur die Polymerase Kettenreaktion ausgewahlt: 



sucC-inl: 

t 

5 *CGC GCG AAT CGT TCG TAT 3^ 
sucC-in2: 

5 % CGC CAC CAA TGT CTA GGA 3 * 

[0062] Die dargestellten Primer wurden von der Rrma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert und 
nach der Standard-PCR-Methode von innis et al. (PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications, 1990, Aca- 
demic Press) mit der Pwo-Polymerase der Rrma Boehringer Mannheim (Deutschland, Produktbeschreibung Pwo DNA 
Polymerase, Product No. 1 644 947) die PCR Reaktion durchgefuhrt. Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion ermog- 
lichen die Primer die Amplifikation eines ca. 0,55 kb groBen internen Fragmentes des sucC-Gens. Das so amplifizierte 
Produkt wurde in einem 0,8%igen Agarosegel elektrophoretisch gepruft. 

[0063] Das amplifizierte DNA Fragment wurde mit dem Zero Blunt™ Kit der Firma Invitrogen Corporation(Carlsbad, 
CA, USA; Katalog Nummer K2700-20) in den Vektor pCROBIunt II (Bernard et al., Journal of Molecular Biology, 234- 
534-541 (1993)) ligiert. 

[0064] AnschiieBend wurde der E. boli Stamm TOPI 0 mit dem Ligationsansatz (Hanahan, In: DNA Cloning. A Prac- 
tical Approach, Vol.1, IRL-Press, Oxford, Washington DC, USA, 1985) elektroporiert. Die Selektion von Plasmid-tra- 
genden Zellen erfolgte durch Ausplattieren des Transformationsansatzes auf LB Agar (Sambrook et al., Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2^ Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989), der mit 
25 mg/l Kanamycin supplementiert worden war. Plasmid-DNA wurde aus einerTransformante mit Hilfe des QIAprep 
Spin Miniprep Kit der Rrma Qiagen isoliert und durch Restriktion mit dem Restriktionsenzym EcoRI und anschlieBender 
Agarosegel-Elektrophorese (0,8%) uberpruft. Das Plasmid wurde pCRBIuntsucCint genannt und ist in Rgur 1 darge- 
stellt. 

3.2 Deletion des sucD-Gen 

[0065] Hierzu wurde aus dem Stamm ATCC1 3032 nach der Methode von Tauch et al. (1 995, Plasmid 33:1 68-1 79) 
chromosomale DNA isoliert. Aufgrund der aus Beispiel 2 fur C.glutamicum bekannten Sequenz des sucD-Gens wurden 
die im folgenden beschriebenen Oligonukleotide fur die Erzeugung des sucD Deletionsalleis ausgewahlt. 
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sucD-dl: 
5'-CGA TGT GAT 
sucD-d2: 
5*-ACC TCA CGC 
3' 

sucD-d3 : 

5 ' -GTT CGG AAG GTT CAG AGC ATG CGA AGC. TTA TGC GTG AGG T - " 
sucD-d4 : 

5' -ATG AAG CCA GCG ACT GCA GA -3' 

[0066] Die dargestellten Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) synthetisfert und die 
PCR-Reaktion unter Verwendung der Pfu-Polymerase (Stratagene, Product No. 600135, La Jolla, USA) und des PTC 
100-Thermocyclers (MJ Research inc., Waltham, USA) durchgefuhrt. Mit Hiife der Polymerase-Ketterireaktion ermog- 
iichen die Primer die Amplifikation eines sucD Alfels mit intemer Deletion. Das so amplifizierte Produkt wurde in einem 
0,B%igen Agarosegel elektrophoretisch gepcuft und ebenso wie bei Sanger et al. beschrieben (Proceedings of the 
National Academy of Sciences of the United States of America, 74:5463-5467, 1977) sequenziert. 

Beispiel 4 

4.1 Integrationsmutagenese des sucC-Gens in dem Stamm DSM 5715 

[0067] Der in Beispiel 3.1 genannte Vektor pCRBIuntsucCint wurde nach der Elektroporationsmethode von Tauch 
et.al. (FEMS Microbiological Letters, 123:343-347 (1994)) in C. glutamicum DSM 5715 (EP 0 435 132) elektroporiert. 
Bei dem Stamm DSM 571 5 handelt es sich urn einen AEC resistenten L-Lysin-Produzenten. Der Vektor pCRBIuntsuc- 
Cint kann in DSM571 5 nicht selbstandig replizieren und bleibt nur dann in der Zelie erhalten, wenn er ins Chromosom 
von DSM 5715 integriert hat. Die Sefektion von Klonen mit ins Chromosom integriertem pCRBIuntsucCint erfolgte 
durch Ausplattieren des Elektroporationsansatzes auf LB Agar (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2 nd Ed. t Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.), der mit 15 mg/l Kanamycln supple- 
mentiert worden war. 

[0068] FQr den Nachweis der integration wurde das sucCint-Fragment nach der Methode The DIG System Users 
Guide for Filter Hybridization" der Firma Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland, 1993) mit dem Dig- 
Hybridisierungskit der Firma Boehringer markiert. Chromosomale DNA eines potentiellen Integranten wurde nach der 
Methode von Eikmanns et al. (Microbiology 1 40: 1 817 - 1 828 (1 994)) Isoiiert und jeweils mit den Restriktionsenzymen 
Sphl und Hindlll geschnitten. Die entstehenden Fragmente wurden mitteis der Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt 
und mit dem Dig-Hybrisierungskit der Firma Boehringer bei 68*C hybridisiert. Das in Beispiel 3.1 genannte Plasmid 
pCRBIuntsucCint hatte innerhalb des chromosomalen sucC-Gens ins Chromosom von DSM571 5 inseriert. Der Stamm 
wurde als DSM5715:;pCRBIuntsucCint bezeichnet 

4.2 Konstruktion des Austauschyektors pK18mobsacBsucDdel 

[0069] Das in Beispiel 32 erhaltene sucD-Deletionsderivat wurde nach Auftrennung in einem Agarosegel (0,8%) mit 
Hi|fe des Qiagenquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) aus dem Agarosegel isoiiert und mit dem mobili- 
sierbaren Klonierungsvektor pK18mobsacB (Schafer et al. (1994), Gene 14: 69-73) zur Ligation eingesetzt. Dieser 
wurde zuvor mit dem Restriktionsenzymen Xmal- und Xbal aufgespaiten, mit dem sucD- Deletionsallel gemischt und 
mit T4-DNA-Ligase (Amersham- Pharmaecia, Freiburg, Germany) behandelt. 

[0070] AnschlieBend wurde der E.coli Stamm DHSctmcr (Grant, 1 990, Proceedings of the National Academy of Sci- 
ences U.S.A., 87:4645-4649) mit dem Ligationsansatz (Hanahan, In. DNA Cloning. A Practical Approach, Vol.1, ILR- 
Press, Cold Spring Habor, New York, 1 989) elektroporiert. Die Selektion der Plasmid-tragenden Zellen erfolgte durch 
Ausplattieren des Tansf ormationsansatzes auf LB Agar(Sambrock et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd 



TGC GCT TGA.TG -3" 

ATA AGC TTC GCA TGC TCT GAA CCT TCC GAA C . - 
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Ed. Cold Spring Habor, New York, 1 989), der mit 25 mg/l Kanamycin supplementiert worden war. 
[0071 J Plasmid-DNA wurde aus einer Transformante mit Hilfe des Ql Aprep Spfn Miniprep Kit der Firma Qiagen isoliert 
und das kloniertesucD-Deletionsallelmittels Sequenzierung durch die Firma MWG Biotech (Ebersberg, Deutschlahd) 
verifiziert. Das Plasmid wurde pK1 8mobsacBsucDdel genannt. Der Stamm wurde als E.coIiDH5amcr/ 
5 pK18mobsacBsucDdelbezeichnet 

4.3 Deietionsmutagenese des sucD-Gens in dem C. glutamicum Stamm DSM 5715 

[0072] Der in Beispiel 4.2 genannte Vektor pK18mobsacBsucDdel wurde nach der Eiekroporationsmethode von 
10 Tauch et al., (1989 FEMS Microbiology Letters 123: 343-347) elekroporiert. Der Vektor karin in DSM 5715 nicht selb- 
standig repiizieren und bleibt nur dann in der Zelle erhalten, wenn er ins Chrompsom integrtert hat. Die Selektion von 
Klonen mit integriertem pK1 8mobsacBsucDdel erf olgte durch Ausplattieren des Elekroporationsansatzes auf LB-Agar 
(Sambrock et aL, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd Ed., Cold Spring Habor, New York, 1 989), der mit 15 
mg/I Kanamycin supplementiert worden war. Angewachsene Klone wurden auf LB-Agarpiatten mit 25 mg/i Kanamycin 
is ausgestrichen und fur 1 6 Stunden bei 33°C inkubiert. 

[0073J Um die Excision des Plasmides zusammen mit der volistandigen chromosomalen Kople des sucD-Gens zu 
erreichen, wurden die Klone anschlieBend auf LB-Agar mit 10% Sucrose angezogen. Das Plasmid pK18mobsacB 
enthalt eine Kopie des sacB-Gens, welches Sucrose in die fur C. glutamicum toxische Levansucrase umwandelt. Auf 
LB-Agar mit Sucrose wachsen daher nursolche Klone an, bei denen das integrierte pK1 8mobsacBsucDdel wiederum 
20 excisiert hat. Bei der Excision kann zusammen mit dem Plasmid entweder die volIstSndige chromosomale Kopie des 
sucD-Gens excisieren, oder die unvoilstandige Kopie mit der internen Deletion. 

[0074] Um nachzuweisen, daB die unvoilstandige Kopie von sucD im Chromosom verblieben 1st, wurde das Plasmid 
pK1 SmobsacBsucDdel Fragment nach der Methode The DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der Firma 
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Deutschland, 1993) mit dem Dig-Hybridisierungskit der Firma Boehringer 

25 markiert. Chromosomale DNA einer potentiellen Deletionsmutante wurde nach der Methode von Eikmanns et aL 
(Microbiology 140: 1817-1828 (1994)) isoliert und jeweils mit dem Restriktionsenzymen Sphl und Pstl in getrennten 
Ansatzen geschnitten. Die entstehenden Fragmente wurden mit Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt und mit dem 
Dig-Hybrisierungsklt der Firma Boehringer bei 68°C hybridisiert. Anhand der enstandenen Fragmente konnte gezeigt 
werden, daB der Stamm DSM5715 seine vollstandige Kople des sucD-Gens verloren hat und stattdessen nur noch 

so .Qber die deletierte Kopie verfugt. 

Der Stamm wurde als C. glutamicum DSM5715AsucD bezeichnet. 

Beispiel 5 

os 5.1 Herstellung von L-Glutamat mit dem Stamm DSM 5715::pCRBIuntsucCint 

[0075] Der in Beispiel 4.1 erhaltene C. glutamicum Stamm DSM5715::pCRBiuntsucCint wurde in elnem zur Produk- 
tion von L-Giutamat geeigneten Nahrmedium kultivlert und der Giutamatgehalt im Kulturuberstand bestimmt. 
[0076] Dazu wurde der Stamm zunachst auf Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum (Him-Herz Agar mit 
40 Kanamycin (25 mg/I) fur 24 Stunden bei 33°C inkubiert. Ausgehend von dieser Agarplattenkultur wurde eine Vorkultur 
angeimpft (10 ml Medium im 100 ml Erlenmeyerkolben). Al$ Medium fur die Vorkultur wurde das Voilmedium Cg 111 
verwendet. 



45 



50 



55 



Medium Cg ill 


NaCI 


2,5 g^ 


Bacto-Pepton 


10 g/l 


Bacto-Yeast-Extrakt 


iog^ 


Glucose (getrennt autoklaviert) 


2% (w/v) 


Der pH-Wert wurde auf pH 7.4 eingestellt 





[0077] Diesem wurde Kanamycin (25 mg/I) zugesetzt. Die Vorkultur wurde 16 Stunden bei 33°C bei 240 rpm auf 
dem SchQttier inkubiert. Von dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur angeimpft, so daB die Anfangs-OD (660 nm) der 
Hauptkultur 0,1 OD betrug. Fur die Hauptkultur wurde das Medium MM verwendet 



Medium MM 



CSL (Com Steep Liquor) 



5g/l 
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(fortgesetzt) 



10 



Medium MM 


MOPS (Morpholinopropansufons§ure) 
Glucose (getrennt autoklaviert) 


20 g/l 
50g/I 


Salze: 


(NH4) 2 S0 4 ) 


25 g/l 


KH 2 P0 4 


0,1 g/l 


MgSO 4 *7H 2 0 


1,0 g/l 


CaCfe * 2 H 2 0 


10mg/l 


FeSCM'THgO 


10mg/I 


MnS0 4 *H 2 0 


5,0 mg/l 


Biotin (sterilfiltriert) 


0,3 mg/l 


Thiamin * HCI (sterilfiltriert) 


0,2 mg/l 


Fumarat (sterilfiltriert) 


5,81 g/I 


Leucin (sterilfiltriert) 


0,1 g/I 


0aCO 3 


25 g/I 



[0078] CSL, MOPS unci die Salziosung werden mit Ammoniakwasser auf pH 7 eingestellt und autoklaviert. Anschlie- 
Bend werden die sterilen Substrat- und Vitaminldsungen zugesetzt, sowie das trocken autoldavierte CaC0 3 zugesetzt. 
[0079] Die Kultivierung erfolgt in 1 0 mi Voiumen in einem 1 00 ml Erienmeyerkolben mit Schikanen. Es wurde Kana- 
mycin (25 mg/I) zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte be! 33°C und 80% Luftfeuchtigkeit. 

[0080] Nach 24 Stunden wurde die OD bei einer MeGwellenlange von 660 nm mit dem Biomek 1000 (Beckmann 
Instruments GmbH, Munchen) ermittelt. Die gebildete Glutamatmenge wurde mit einem Aminosaureanalysator der 
Firma Eppendorf-BioTronik (Hamburg, Deutschland) durch lonenaustauschchromatographie und Nachsaulenderiva- 
tisierung mit Ninhydrindetektion bestimmt. 
[0081] In Tabelie 1 ist das Ergebnis des Versuchs dargestellt. 



Tabelie 1 



Stamm 


OD 
(660 nm) . 


L-Glutamat 
mg/l 


DSM5715 


10 ( 4 


20 


DSM5715::pCRBiunt 
sucCint 


3,9 


154 



40 5.2 Herstellung von L-Giutamat mit dem Stamm DSM571 5AsucD 

[0082] Der in Beispiel 4.3 erhaltene C. glutamicum Stamm DSM5715/pK18mobsacBsucDdel wurde in einem zur 
Produktion von L-Glutamat geeigneten Nahrmedium kultiviert und der Glutamatgehalt im Kulturuberstand bestimmt. 
[0083] Dazu wurde der Stamm zunachst auf Agarplatte fur 24 Stunden bei 33*C inkubiert. Ausgehend von dieser 

45 Agarplattenkultur wurde eine Vorkultur angeimpft (10 ml Medium im 100 ml Erienmeyerkolben). Als Medium fur die 
Vorkultur wurde das Vollmedium Cglll verwendet. Diesem wurde Kanamycin (25 mg/l) zugesetzt. Die Vorkultur wurde 
1 6 Stunden bei 33°C bei 240 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Von dieser Vorkultur wurde eine Hauptkultur angeimpft, 
sodaftdieAnfangs-OD(660nm)derHauptkultur0,1 ODbetrug. Fur die Hauptkuttur wurde das Medium MM verwendet. 
[0084] Die Kultivierung erfolgte in 1 0 ml Voiumen in einem 1 00 ml Erienmeyerkolben mit Schikanen. Die Kultivierung 

so erfolgte bei 33*C und 80% Luftfeuchte. 

[0085] Nach 72 Stunden wurde die OD bei einer MeBwellenlange von 660 nm mit dem Biomek 1000 (Beckmann 
Instruments GmbH, Munchen) ermitteit. Die gebildete Glutamatmenge wurde mit einem Aminosaureanalysator der 
Firma Eppendorf-BioTronik (Hamburg, Deutschland) durch lonenaustauschchromatographie und Nachsaulenderiva- 
tisierung mit Ninhydrindetektion bestimmt. 

55 [0086] In Tabelie 2 ist das Ergebnis des Versuches dargestellt. 
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Tabefle 2 



Stamm 


OD 
(660 nm) 


l-Glutamat. 
mg/l 


DSM5715 


8,1 


7 


DSM571 5AsucD 


13,3 


33 



Folgende Figuren sind beigefugt: 

Figur 1 : Karte des Piasmids pCRBIuntsucCint. 

[0087] Die verwendeten Abkurzungen und Bezeichnungen haben folgende Bedeutung. 



KmR: 

Zeocin: 

Hindlll 

Sphl 

EcoRI: 

sucCint; 

Co!E1 ori: 



Kanamycin Resistenz-Gen 

Zeocin Resistenz-Gen 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hindlil 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Spht 

Schnittstelie des Restriktionsenzyms EcoRI 

internes Fragment des sucC-Gens 

Replikationsursprung des Plasmides ColE1 



Figur 2: Karte des Piasmids pK1 BmobsacBsucDdel 

[0088] Die verwendeten Abkurzungen und Bezeichnungen haben folgende Bedeutung. 



oriV: 

sacB 

RP4mob: 

Kan: 

sucDdel: 

Sphl: 

Pstl: 

Xmal: 

Xbal: 



ColE1 -ahnlicher Origin aus pMB1 

das fur das Protein Levansucrose kodierende sacB-Gen 

RP4-Mobilisierungs-Site 

Resistenzgen fur Kanamycin 

deletiertes Allel des sucD-Gens aus C. glutamicum 

Schnittstelie des Restriktionsenzyms Sphl 

Schnittstelie des Restriktionsenzyms Pstl 

Schnittstelle des Restriktionsenzyms Xmal 

Schnittstelle fur das Restriktionsnzym Xbal 
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SEQUEN Z PROTOK0LL 



<110> Degussa-HQls AG 

<120> Neue far die Gene sucC und sucD kodierende = : 
Nukleotidsequenzen 

<130> 990171 BT 

<140> • , 

<141> 

<160> 3 - 
<170> Patentln Ver. 2.1 
<210> 1 

<211> 2410 ' 
<212> DNA 

<213> Corynebacterium glutamicum 

<220> 
<221> CDS 

<222> (142) . . (1347) , 
<223> sucC 

<220> ' 
<221> CDS 

<222> (1372).. (2253) 
<223> sucD 

<400> 1 

gcaccacgga tccaattttg ttgcaatttg caaagtttac agtgttagac ttcacaatac 60 
gatcatattg gtgagttgaa acacttactt ttacgggaag actttgttaa agacgcagaa 120 

ggctctaagc atgggccgga a atg gaa 

Met Glu 
1 

caa gca egg gac etc ttt gaa acc 
Gin Ala Arg Asp Leu Phe Glu Thr 

15 

att gtg gca tea aca cca gag gcg 
He Val Ala Ser Thr Pro Glu Ala 

30 

ggc gga ctg acc gtc gtc aag get 
Gly Gly Leu Thr Val Val Lys Ala 
45 50 

aag gcg ggt ggc gtc cgt gtg gca 
Lys Ala Gly Gly Val Arg Val Ala 
60 65 



ttg gca gtg gat ctt ttt gaa tac 171 
Leu Ala Val Asp Leu Phe Glu Tyr 
5 10 

cat ggt gtg cca gtg ttg aag gga 219 
His Gly Val Pro Val Leu Lys Gly 
20 25 

gcg agg aaa gcg get gag gaa ate 267 
Ala Arg Lys Ala Ala Glu Glu He 
35 40 

cag gtc aag gtg ggc gga cgt ggc 315 
Gin Val.. Lys Val Gly Gly Arg Gly 

55 

ccg acg teg get cag get ttt gat 363 
Pro Thr Ser Ala Gin Ala Phe Asp 

70 



14 



EP1 103 611 A1 



get gcg gat gcg att etc ggc atg gat ate aaa gga cac act gtt aat 
Ala Ala Asp Ala He Leu Gly Met Asp He Lys Gly His Thr Val Asn 
75 80 85 90 

cag gtg atg gtg gcg cag ggc get gac att get gag gaa tac tat ttc 
Gin Val Met Val Ala Gin Gly Ala Asp lie Ala Glu Glu Tyr Tyr Phe 

95 100 105 

tec att ttg ttg gat cgc gcg aat cgt teg tat ctg get atg tgc tct 
Ser He Leu Leu Asp Arg Ala Asn Arg Ser Tyr Leu Ala Met Cys Ser 

110 115 120 

gtt gaa. ggt ggc atg gag ate gag ate ctg gcg aag gaa aag cct gaa 
Val Glu Gly Gly Met Glu He Glu He Leu Ala Lys Glu Lys Pro Glu 
125 130 135 

get ttg gca aag gtg gaa gtg gat ccc etc act ggt att gat gag gac 
Ala Leu Ala Lys Val Glu Val Asp Pro Leu Thr Gly He Asp Glu Asp 
140 145 150 

aaa gcg egg gag att gtc act get get ggc ttt gaa act gag gtg gca 
Lys Ala .Arg Glu He Val Thr Ala Ala Gly Phe Glu Thr Glu Val Ala 
155 160 165 170 

gag aaa gtc att ccg gtg ctg ate aag ate tgg cag gtg tat tac gaa 
Glu Lys Val He , Pro Val Leu He Lys He Trp Gin Val Tyr Tyr Glu 

175 180 185 

gag gaa gca aca etc gtt gag gtg aac ccg ttg gtg etc acg gat gac 
Glu Glu Ala Thr Leu Val Glu Val Asn Pro Leu Val Leu Thr Asp Asp 

190 195 200 

ggc gat gtg att gcg ctt gat ggc aag ate acg ctg gat gat aac get 
Gly Asp Val He Ala Leu Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Asp Asn Ala 
205 210 215 

gat ttc cgc cat gat aac cgt ggt gcg ttg get gaa tct gec ggt ggc 
Asp Phe Arg His Asp Asn Arg Gly Ala Leu Ala Glu Ser Ala Gly Gly 
220 225 230 

ttg gac att ttg gaa ctg aag gec aag aag aat gat ctg aac tac gtg 
Leu Asp He Leu Glu Leu Lys Ala Lys Lys Asn Asp Leu Asn Tyr Val 
235 240 245 250 

r' 

aaa ctt gat ggc tct gtg ggc ate att ggc aat ggt gca ggt ttg gtg 
Lys Leu Asp Gly Ser Val Gly He He Gly Asn Gly Ala Gly Leu Val 

255 260 265 

atg tec acg ttg gat ate gtg get gca get ggt gaa cgc cat ggt ggg 
Met Ser Thr Leu Asp He Val Ala Ala Ala Gly Glu Arg His Gly Gly 

270 275 280 

cag cgc. ccc gcg aac ttc eta gac att ggt ggc gga gca tea get gaa 
Gin Arg Pro Ala Asn Phe Leu Asp He . Gly Gly Gly Ala Ser Ala Glu 
285 290 295 



teg atg get get ggt etc gat gtg ate ctt ggg gat age cag gta cgc 
Ser Met Ala Ala Gly Leu Asp Val He Leu Gly Asp Ser Gin Val Arg 
300 305 310 
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10 



IS 



30 



35 



40 



SO 



agt gtg ttt gtg aat gtg ttt ggt ggc ate acc gcg tgt gat gtg gtg 1131 
Ser Val Phe Val Asn Val Phe Gly Gly lie Thr Ala Cys Asp Val Val 
315 ' 320 325 330 

gca aag gga ate gtt gga get ttg gat gtg etc ggc gat caa gca acg 1179 
Ala Lys Gly lie Val Gly Ala Leu Asp Val Leu Gly Asp Gin Ala Thr 

335 340 345 

aag cct ctt gtg gtg cgc ctt gat ggc aac aac gtg gtg gaa ggc aga 1227 
Lys Pro Leu Val Val Arg Leu Asp Gly Asn Asn Val Val Glu Gly Arg 

350 355 360 

cga ate etc gcg gaa tat aac cac cct ttg gtc acc gtt gtg gag ggt . 1275 
Arg lie Leu Ala Glu Tyr Asn His Pro Leu Val Thr Val Val Glu Gly 
365 370 375 



atg gat gca gcg get gat cac get gee cat ttg gec aat ctt gec cag 1323 
Met Asp Ala Ala Ala Asp His Ala Ala His Leu Ala Asn Leu Ala Gin 
20 380 385 390 

cac ggc cag ttc gca acc get aat tagttaagga gcacctgttt aatc atg 1374 

His Gly Gin Phe Ala Thr Ala Asn Met 
395 400 

25 

tct att ttt etc aat tea gat tec cgc ate ate att cag ggc att acc 1422 

Ser lie Phe Leu Asn Ser Asp Ser Arg lie lie lie. Gin Gly lie Thr 
405 410 415 

ggt teg gaa ggt tea gag. cat gcg cgt cga att tta gee tct ggt gcg 1470 
Gly Ser Glu Gly Ser Glu His Ala Arg Arg lie Leu Ala Ser Gly Ala 
420 425 430 435 

aag etc gtg ggt ggc acc aac ccc cgc aaa get ggg caa acc att ttg 1518 
Lys Leu Val Gly Gly Thr Asn Pro Arg Lys Ala Gly Gin Thr lie Leu 

440 445 450 

ate aat gac act gag ttg cct gta ttt ggc act gtt aag gaa gca atg 1566 

lie Asn Asp Thr Glu Leu Pro Val Phe Gly Thr Val Lys Glu Ala Met 

455 460 465 

i 

gag gaa acg ggt gcg gat gtc acc gta att ttc gtt cct cca gee ttt 1614 

Glu Glu Thr Gly Ala Asp Val Thr Val lie Phe Val Pro Pro Ala Phe 

470 475 480 

45 gee aaa get gcg ate att gaa get ate gac get cac ate cca ctg tgc 1662 
Ala Lys Ala Ala lie He Glu Ala He Asp Ala His lie Pro Leu Cys 
485 490 495 



55 



gtg att att act gag ggc ate cca gtg cgt gac get tct gag gcg tgg 1710 
Val He He Thr Glu Gly He Pro Val Arg Asp Ala Ser Glu Ala Trp 
500 505 510 515 

get tat gec aag aag gtg gga cac acc cgc ate att ggc cct aac tgc 1758 
Ala Tyr Ala Lys Lys Val Gly His Thr Arg He He Gly Pro Asn Cys 

520 525 530 
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10 



35 



40 



45 



50 



cca ggc att. att act ccc ggc ;gaa tct ctt gcg gga att acg ccg gca 
Pro Gly lie lie Thr Pro Gly Glu Ser Leu Ala Gly lie Thr Pro Ala 

535 . 540 545 



ctg act tat cag atg atg tac gaa ctt tea gat att ggc att tct acg 
Leu Thr Tyr Gin Met Met Tyr Glu Leu Ser Asp lie Gly lie Ser Thr 
565 570 575 



1806 



aac att gca ggt tec ggc ccg ate ggg ttg ate tea aag teg gga aca 1854 
Asn He Ala Gly Ser Gly Pro He Gly Leu lie Ser Lys Ser Gly Thr 
550 555 560 



1902 



gcg att ggt att ggc ggt gac cca ate ate ggt aca acc cat ate gac 1950 
1S Ala He Gly lie Gly Gly Asp Pro lie He Gly Thr Thr His He Asp 

580 585 590 595 

get ctg gag gee ttt gaa get gat cct gag acc aag gca ate gtc atg 1998 
Ala Leu Glu Ala Phe Glu Ala Asp Pro Glu Thr Lys Ala He Val Met 
20 600 605 610 

ate ggt gag ate ggt gga gat gca gag gaa cgc get get gac ttc att 2046 
He Gly Glu lie Gly Gly Asp Ala Glu Glu Arg Ala Ala Asp Phe He 

615 620 625 

25 tct aag cac gtg aca aaa cca gtt gtg ggt tac gtg gca ggc ttt acc 2094 

Ser Lys His Val Thr Lys Pro Val Val Gly Tyr Val Ala Gly Phe Thr 
630 635 640 

gee cct gaa gga aag acc atg ggg cat get ggc gec ate gtg aca ggt 2142 
30 Ala Pro Glu Gly Lys Thr Met Gly His Ala Gly Ala He Val Thr Gly 

645 650 655 

tea gaa ggc act gcg cga gca aag aag cat gca ttg gag gec gtg ggt 2190 
Ser Glu Gly Thr Ala Arg Ala Lys Lys His Ala Leu Glu Ala Val Gly 
660 665 670 675 



55 



gtt cgc gtg gga aca act ccg agt gaa acc gcg aag ctt atg cgt gag 2238 
Val Arg Val Gly Thr Thr Pro Ser Glu Thr Ala Lys Leu Met Arg Glu 

680 685 690 

gta gtt gca get ttg taactaacag gccacagatc ttagctttga ecageggatt 2293 
Val Val Ala Ala Leu 

695 

tgtggctaat cgcccggtct gtgtagagta ttcatctgtg cgcaggacag tgtgacaaac 2353 
actgaatagt gcatggcttt aaggccctgt ggcgcagttg gttagegege cgccctg 2410 



<210> 2 
<211> 402 
<212> PRT 

<213> Corynebacterium glutamicum 
<400> 2 

Met Glu Leu Ala Val Asp Leu Phe Glu Tyr Gin Ala Arg Asp Leu Phe 
1 5 10 15 
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Glu Thr His Gly Val Pro Val Leu Lys Gly lie Val Ala Ser Thr Pro 

20* 25 • 30 

Glu Ala Ala Arg Lys Ala Ala Glu Glu lie Gly Gly Leu Thr Val Val 
35 40 45 

Lys Ala Gin Val Lys Val Gly Gly Arg Gly Lys Ala Gly Gly Val Arg 
50 55 60 

Val Ala Pro Thr Ser Ala Gin Ala Phe Asp Ala Ala Asp Ala lie Leu 
65 70 75 80 

Gly Met Asp He Lys Gly His Thr Val Asn Gin Val Met Val Ala Gin 

85 90 95 

w 

* . 

Gly Ala Asp He Ala Glu Glu Tyr Tyr Phe Ser He Leu Leu Asp Arg 

100 105 110 

Ala Asn Arg Ser Tyr Leu Ala Met Cys Ser Val Glu Gly Gly Met Glu 
115 120 125 

He Glu He Leu Ala Lys Glu Lys Pro Glu Ala Leu Ala Lys Val Glu 
130 135 140 

Val Asp Pro Leu Thr Gly He Asp Glu Asp Lys Ala Arg Glu He Val 
145 150 155 160 

Thr Ala Ala Gly Phe Glu Thr Glu Val Ala Glu Lys Val He Pro Val 

165 170 175 

Leu He Lys He Trp Gin Val Tyr Tyr Glu Glu Glu Ala Thr Leu Val 

180 185 190 

Glu Val Asn Pro Leu Val Leu Thr Asp Asp Gly Asp Val lie Ala Leu 
195 200 205 

Asp Gly Lys He Thr Leu Asp Asp Asn Ala Asp Phe Arg His Asp Asn 
210 215 220 

Arg Gly Ala Leu Ala Glu Ser Ala Gly Gly Leu Asp He Leu Glu Leu 
225 230 235 240 

Lys Ala Lys Lys Asn Asp Leu Asn Tyr Val Lys Leu Asp Gly Ser Val 

245 ' 250 255 

Gly He He Gly Asn Gly Ala Gly Leu Val Met Ser Thr Leu Asp He 

260 265 270 

Val Ala Ala Ala Gly Glu Arg His Gly Gly Gin Arg Pro Ala Asn Phe 
275 280 285 

Leu Asp He Gly Gly Gly Ala Ser Ala Glu Ser Met Ala Ala Gly Leu 
290 295 300 

Asp Val lie Leu Gly Asp Ser Gin Val Arg Ser Val Phe Val Asn Val 
305 310 315 320 



Phe Gly Gly He Thr Ala Cys Asp Val Val Ala Lys Gly He Val Gly 

325 330 335 
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10 



15 



30 



35 



50 



Ala Leu Asp Val Leu Gly Asp Gin Ala Thr Lys Pro Leu Val Val Arg 

340 345 350 

Leu Asp Gly Asn Asn Val Val Glu Gly Arg Arg lie Leu Ala Glu Tyr 
355 360 365 

Asn His Pro Leu Val Thr Val Val Glu Gly Met Asp Ala Ala Ala Asp 
370 375 380 

His Ala Ala His Lexi Ala Asn Leu Ala Gin His Gly Gin Phe Ala Thr 
385 390 395 400 

Ala Asn 



<210> 3 

<211> 294 

<212> PRT 

20 <213> Corynebacterium glutamicura 

<400> 3 

Met Ser He Phe Leu Asn Ser Asp Ser Arg lie He He Gin Gly He 
1 5 10 15 

25 Thr Gly Ser Glu Gly Ser Glu His Ala Arg Arg He Leu Ala Ser Gly 

20 25 30 

Ala Lys Leu Val Gly Gly Thr Asn Pro Arg Lys Ala Gly Gin Thr He 
35 40 45 

Leu He Asn Asp Thr Glu Leu Pro Val Phe Gly Thr Val Lys Glu Ala 
50 55 60 

Met Glu Glu Thr Gly Ala Asp Val Thr Val lie Phe Val Pro Pro Ala 
65 70 75 80 

Phe Ala Lys Ala Ala He He Glu Ala He Asp Ala His He Pro Leu 

. 85 90 95 

Cys Val He He Thr Glu Gly He Pro Val Arg Asp Ala Ser Glu Ala 
40 100 105 110 

*■ 

Trp Ala Tyr Ala Lys Lys Val Gly His Thr Arg He He Gly Pro Asn 
115 120 125 

4S Cys Pro Gly He He Thr Pro Gly Glu Ser Leu Ala Gly He Thr Pro 

130 135 140 

Ala Asn He Ala Gly Ser Gly Pro He Gly Leu He Ser Lys Ser Gly 
145 ' 150 155 160 



Thr Leu Thr Tyr Gin Met Met Tyr Glu Leu Ser Asp He Gly He Ser 

165 170 175 

Thr Ala He Gly He Gly Gly Asp Pro He He Gly Thr Thr His He 

180 185 190 



55 
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Asp Ala 



Leu Glu Ala Phe Glu Ala Asp Pro Glu Thr Lys Ala lie Val 
195 200 205 



Met lie 
210 



Gly Glu lie Gly Gly Asp Ala Glu Glu Arg Ala Ala Asp Phe 

215 220 



lie Ser 
225 



Lys His Val Thr Lys Pro Val Val Gly Tyr Val Ala Gly Phe 

230 235 240 



Thr Ala 



Pro Glu Gly Lys Thr Met Gly His Ala Gly Ala lie Val Thr 
245 250 255 



Gly Ser 



Glu Gly Thr Ala Arg Ala Lys Lys His Ala Leu Glu Ala Val 
260 265 270 



Gly Val 



Arg Val Gly Thr Thr Pro Ser Glu Thr Ala Lys Leu Met Arg 
275 280 285 



Glu Val 
290 



Val Ala Ala Leu 



PatentansprQche 

1 . Isotiertes Polynukleotid, enthaltend eine fur das sucC und/oder sucD-Gen kodierende Polynukleotidsequenz, aus- 
gewahlt aus der Gruppe 

a) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch ist mit einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2 enthalt, 

b) Polynukleotid, das mindestens zu 70 % identisch ist mit einem Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, 
das die Aminosauresequenz von SEQ ID No. 3 enthalt, 

c) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 2, 

d) Polynukleotid, das fur ein Polypeptid kodiert, das eine Aminosauresequenz enthalt, die zu mindestens 70% 
Identisch ist mit der Aminosauresequenz von SEQ ID No. 3, . 

e) Polynukleotid, das komplementar ist zu den Poiynukleotiden von a), b), c) oder d), und 

f) Polynukleotid, enthaltend mindestens 15 aufeinanderfolgende Nukieotide der Polynukleotidsequenzen von 
a), b), c), d) oder e), * 

wobei das Polypeptid bevorzugt die AktMtat der Succinyl-CoA Synthetase aufweist. 



2. Polynukleotide gemaB Anspruch 1 , wobei das Polynukleotid eine in coryneformen Bakterfen replizierbare, bevor- 
zugt rekornbinante DNA ist. 



3. Polynukleotide gemaB Anspruch 1 , wobei das Polynukleotid eine RNA ist. 

4. Polynukleotide gemaB Anspruch 2, enthaltend die Nukleinsauresequenz wie in SEQ ID NO 1 dargestellt. 

5. Replizierbare DNA gemaB Anspruch 2 enthaltend 

(0 die Nukleotidsequenz, gezeigt in SEQ ID NO 1 , oder 
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(ii) mindestens eine Sequenz, die den Sequenzen (i) innerhalb des Bereichs der Degeneration des geneti- 
schen Codes entspricht, Oder 

(iii) mindestens eine Sequenz, die mit den zu den Sequenzen (i) oder (it) komplementiren Sequenzen hybri- 
disiert, und gegebenenfalls 

(iv) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i). 

6. Replizierbare DNA gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzelchnet, daB die Hybridisierung unter einer Stringenz 
entsprechend hochstens 2x SSC durchgefuhrt wird. 

7. Polynukleotidsequenz gemaB Anspruch 1, die fur ein Polypeptid kodiert, das die in SEQ ID No. 2 dargesteilte 
Aminosauresequenz enthalt. 

8. Coryneforme Bakterien, in denen das sucC- und/oder sucD-Gen abgeschwacht wird. 

9. Verfahren zur Herstellung von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Lysin und/oder L-Glutarnat, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man folgende Schritte durchfuhrt, 

a) Fermentation der die gewunschte L-Aminosaure produzlerenden Bakterien, in denen man zumindest das. 
sucC- und/oder sucD-Gen oder dafur kodierende Nukleotidsequenzen abschwacht, insbesondere ausschal- 
tet; 

b) Anreicherung der L- Aminosaure im Medium oder in den Zellen der Bakterien, und 

c) Isolieren der L-Aminosaure. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen man zusatzlich 
weitere Gene des Biosyntheseweges der gewunschten L-Aminosaure verstarkt. 

11. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB man Bakterien einsetzt, in denen die Stoffwech- 
selwege zumindest teilweise ausgeschaltet sind, die die Bildung der gewunschten L-Aminosaure verringem. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB man die Expression des (der) Polynukleotids(e), 
das(die) fur das sucC- bzw. sucD-Gen kodiert (kodieren), abschwacht, insbesondere ausschaltet. 

13. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB man die katalytischen Eigenschaften des Polypep- 
tids (Enzymproteins) herabsetzt, fur das die Poiynukleotide sucC und sucD kodieren. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daB man fur die Herstellung von L-Aminosauren, Mi- 
kroorganismen fermentiert, in denen man gleichzeitig eipes odermehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe 

14.1 das fur die Dihydrodipicolinat-Synthase kodierende dapA-Gen, 

14.2 das fur die Pyruvat-Carboxylase kodierende pyc-Gen, 

1 4.3 das fur die Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase kodierende gap-Gen, 

1 4.4 das fur die Triosephosphat Isomerase kodierende Gen tpi, 

1 4.5 das fur die 3-Phosphoglycerat Kinase kodierende Gen pgk, 

14.6 das fur die MalatChinon Oxidoreduktase kodierende mqo-Gen p 

1 4.7 das fur den L-Lysin-Export kodierende lysE-Gen, 

1 4.8 das fur eine feed-back resistente Aspartatkinase kodierende Gen lysC, 
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14.9 das fur das Zwa1 -Protein kodierende Gen zwal 

verstarkt bzw. uberexprimiert — - 

15. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Hersteilung von L-Aminosaureh coryne- 
forme Mikroorganismen fermentiert, in denen man gleichzeitig eines Oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der 
Gruppe 

15.1 das fur die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierende Gen pck, 

* - * • 

1 5.2 das fur die Glucose-6-Phosphat Isomerase kodierende Gen pgi, 

15.3 das fur die Pyruvat-Oxidase kodierende Gen poxB 

1 5.4 das fur das Zwa2-Protein kodierende Gen zwa2 
abschwacht. 

16. Coryneforme Bakterien, die einen Vektor enthalten, der Telle des Polynukleotids gemaB Anspruch 1 , mindestens 
aber 15 aufeinanderfolgende Nukleotide der beanspruchten Sequenz, tragt. 

17. Verfahren gemaB einem oder mehreren der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
Mikroorganismen der Art Corynebacteiium glutamicum einsetzt. 

18. Verfahren zum Auffinden von RNA, cDNA und DNA, um Nukleinsauren, beziehungsweise Polynukleotide oder 
Gene zu isolieren, die fur Succinyl-CoA Synthase kodieren oder eine hohe Ahnlichkeit der Sequenz des sucC und/ 
oder sucD-Gens aufweisen, dadurch gekennzeichnet, daB man das Polynukleotid, enthaltend die Polynukleo- 
tidsequenzen gemaB den Anspruch en 1,2,3 oder 4, als Hybndisierungssonden einsetzt. 
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Figur 1: Plasmid pGRBluptsucCint 
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Figur-2 : .Plasmid pKl8mobsacBsucDdel 
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